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Introduction 
  
G1 期から S 期への移行においては、DNA 複製にかかわるタンパク質複合体にダイナミックな構造
的変化が起きる。G1 期には、DNA 上の複製開始点に Pre-replication complex (Pre-RC) が形成される。
Pre-RC の形成はライセンス因子である  Cdt1 によって調節される。具体的には、Cdt1 は
minichromosome maintenance (MCM) 複合体を複製開始点にリクルートする役割があり、この過程をライ
センス化という。S 期には Pre-RC が活性化されることで、DNA 二重鎖が一本鎖へと変換され、DNA 複
製フォークが形成される。そして、Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) が DNA 複製フォークに結合
し、DNA ポリメラーゼ等の足場となる [1,2]。 
Thymidine は G1/S 期の細胞周期同調に広く用いられている [3]。Mimosine もまた、G1 期の細胞周
期同調に用いられる試薬である。Mimosine はレウカエナ属の種子に由来する、希少アミノ酸の一種で
あり、DNA 複製フォークの形成を阻害する作用が報告されている [4,5]。Mimosine は細胞周期に対し
て二通りの作用を持つと考えられている。即ち、(i) 低濃度の Mimosine は、DNA 複製の伸長反応を阻
害し、細胞を S 期に停止させる。(ii) 高濃度では細胞の S 期移行を阻害し、細胞を G1 期後期へと停
止させる [5,6]。しかしながら、Mimosine の G1 期後期への細胞周期停止機構には不明な点が多い。 
Mimosine には鉄キレート作用があり、リボヌクレオチド還元酵素 (ribonucleotide reductase, RNR) の活
性を阻害することが知られている。ハイドロキシウレアに代表される RNR 阻害剤は、DNA 複製の伸
長反応を阻害し、細胞を S 期に蓄積させることが知られている [7,8]。仮に、Mimosine が RNR 活性
の阻害のみによって DNA 複製を阻害するのであれば、細胞周期は S 期に停止するはずである。しか
し、RNR 活性の阻害だけでは、Mimosine の G1 期後期への細胞周期停止作用は説明できない。 
本研究では、Mimosine の G1 期後期への細胞周期停止機構を明らかにするため、非常に効率の高い
新規細胞周期同調法を開発した。そして、Mimosine 存在下において、ATM 依存的な細胞周期チェック
ポイントが Pre-RC 活性化を阻害することを示した。さらに、Mimosine による ATM 活性化は DNA 
損傷非依存的であり、活性酸素種 (reactive oxygen species, ROS) を介した低酸素ストレスが ATM 活性
化に関与していることを示した。これらの結果は、Mimosine が ATM 活性化を介して、細胞の S 期エ
ントリーを阻害していることを示唆するものである。 
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Results 
Mimosine による G1 期細胞周期同調作用 
Mimosine の細胞周期への影響を調べるため、細胞に Mimosine を処理し、フローサイトメトリーに
より DNA ヒストグラムを解析した。様々な周期への細胞周期同調が可能である、HeLa  細胞の亜種の
一つ、HeLa S3 細胞を用いた [26,31-33]。細胞に 0.5 mM Mimosine を 24時間処理したところ、G1 期細
胞は 55% のみであり、S 期 (33%)、G2 期 (13%) の細胞が見られた (発表論文：Fig.1A)。そこで、よ
り高濃度での Mimosine が細胞を G1 期に停止させるか検討した。細胞に 1 mM Mimosine を 24時間
処理したところ、78% の細胞が G1 期に同調された (発表論文：Fig.1B, Mimosine)。これらの結果は、
Mimosine が S 期、G1 期両方に細胞周期を停止させるという過去の報告と一致する [5,6]。本研究では、
G1 期停止作用を得るために Mimosine を 1 mM で用いることとした。 
1 mM Mimosine は 4 mM Thymidine を 24時間処理したのと同程度の同調効率を示した (発表論文：
Fig.1B, Thymidine)。アポトーシスした細胞 (sub-G1集団) は Mimosine、Thymidine どちらにおいても見
られなかったにも関わらず、Mimosine で同調した細胞の大部分は Thymidine で同調した細胞に比べ、
わずかに低い DNA 量を示した (発表論文：Fig.1B, 右図)。Mimosine が Thymidine よりも早い段階で
細胞周期を停止させることが示唆された。 
細胞に Thymidine を二回処理することで効率良く細胞を同調することができる Double Thymidine 
block 法 (Thymidine→Thymidine, Thy→Thy) が知られている [3] (発表論文：Fig.1, C 及び D)。Thymidine
で同調した細胞に、Mimosine を処理することで G1 期への同調効率を上げられるか検討した。発表論
文：Fig.1, C に示す通り、まず、HeLa S3 細胞に 4 mM Thymidine を 15時間処理した。次に、Thymidine 
を含まない培地で細胞を 9 時間培養することで細胞周期を G2/M 期へと進行させ、その後、1 mM 
Mimosine を 15時間処理した。この処理 (Thymidine→Mimosine , Thy→Mimo) によって 90% 以上の細
胞が G1 期に同調され、S期 (3%)、G2/M 期 (2%) の細胞は著しく減少した。Mimosine の除去後、細
胞の DNA 量は上昇し、S 期へと進行、6時間後には G2/M 期へと進行した (発表論文：Fig.1, D 及び 
E)。これらの結果は、Thy→Mimo 処理によって G1 期 DNA 量を持った細胞を非常に効率良く回収で
きることを示すものである。また、Mimosine の除去後、細胞は高い同調率を保持したまま細胞周期を
再開、進行できることがわかった。 
Thy→Thy 処理は細胞を効率良く G1/S 期へと同調する (発表論文：Fig.1D, Thymidine→Thymidine)。
しかしながら、非同調細胞の G1 期ピーク及び Thy→Mimo 処理された細胞の G1 期ピーク (発表論
文：Fig.1D,右図) と比べて、Thy→Thy 処理された細胞の主な DNA 量のピークは、わずかに S 期側に
シフトしている (発表論文：Fig.1D, Thymidine→Thymidine, 0h)。さらに、Thy→Thy 処理された細胞の細
胞周期再開は Thy→Mimo 処理された細胞と比べ早く起きている (発表論文：Fig.1, D(1-3h)及び E)。こ
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れらのことから、Thymidine は DNA 合成の開始直後に細胞周期を停止させていることが示唆される。
Mimosine で同調された細胞では、細胞周期再開に遅延が見られたことから、DNA 合成に必要な複合体
の形成が完全ではないことが推察される。 
 
Mimosine による G1-S 期境界への細胞周期同調 
Mimosine により停止される細胞周期段階を詳細に解析するため、複製開始点が活性化されているか
どうか解析した。まず、サイクリン E のタンパク質量の増減について調べた。サイクリン E  は G1/S 
期境界においてタンパク質量が上昇する、S 期 Cdk 活性化因子の一つである [34,35]。1 mM Mimosine
を 24時間処理した細胞ではサイクリン E のタンパク質量は低く、4 mM Thymidine を 24時間処理した
細胞では高かった (発表論文：Fig.2A)。細胞周期再開後、サイクリン Eのタンパク質量は増加した。Thy
→Mimo 同調された細胞のサイクリン E 量は、非同調細胞や、G1 期細胞 (Thy→Thy同調から細胞周期
再開後 14時間) と同程度に低くかった。対照的に、Thy→Thy 同調された細胞は高いサイクリン E 量を
示した (発表論文：Fig.2B)。次に、クロマチン画分における PCNA foci の形成について調べた。PCNA 
は S 期にクロマチン画分において foci 状局在を示すことが知られており、DNA 複製フォーク形成の
マーカーとなる [2,36,37]。定量的解析を行った結果、1 mM Mimosine を 24時間処理した細胞では PCNA 
foci の形成は無く、4 mM Thymidine を 24時間処理した細胞では PCNA foci の形成が観察された。ま
た、Mimosine を処理した細胞では、細胞周期再開後 1時間で PCNA foci が形成されていた (発表論文：
Fig.2C)。さらに、同調効率の高い Thy→Mimo 及び Thy→Thy 処理によっても同様の結果が得られた 
(発表論文：Fig.2D)。これらの結果より、Mimosine は DNA 複製フォーク形成より前に細胞周期を同調
するのに対し、Thymidine は DNA 複製フォーク形成後に細胞周期を同調することが示唆された。細胞
周期再開後、PCNA foci が短時間で形成されることから (発表論文：Fig.2C及びD)、Mimosine は DNA 
複製フォーク形成の直前に細胞周期を同調すると考えられる。 
G1 期において、Pre-RC の形成はライセンス因子である Cdt1 によって調節される。Cdt1 は MCM 
複合体を DNA 複製開始点にリクルートする。Cdt1 は G1 期終期から S 期にかけて分解され、G1 期
細胞核にのみ局在する [38,39]。そこで、Pre-RC の形成について解析した。MCM  複合体の構成因子
の一つである MCM3 は、Thy→Mimo 同調細胞において Thy→Thy 同調細胞と同程度クロマチン領域
に局在した (発表論文：Fig.3A)。また、Cdt1 は Thy→Mimo 同調細胞において分解されていた (発表
論文：Fig.3B)。これらの結果から、Mimosine で同調された細胞では Pre-RC の形成が完了しているこ
とが示唆された。 
Pre-RC 活性化因子の一つである Cdc45 は、S 期キナーゼである Cdk2 及び Cdc7 によって MCM 
複合体がリン酸化された後、Pre-RC にリクルートされる。この過程は、Pre-RC 活性化に必須である 
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[2,40]。サイクリン E、PCNA、MCM3、及び Cdt1 の挙動から (発表論文：Fig.2, 3A及び 3B)、Mimosine 
は Pre-RC 活性化を阻害することにより、細胞周期を G1-S 期境界へと停止させることが推察される。
そこで、Cdc45 の局在を解析した。ウェスタンブロッティングにより解析した結果、Cdc45 は Thy→
Mimo 同調細胞においてクロマチン領域には局在していないこと、その一方、Thy→Thy 同調細胞では
同程度クロマチン領域に局在することがわかった (発表論文：Fig.3C)。さらに、Cdk2 によるリン酸化
部位の一つである MCM2 の Ser-41 のリン酸化 [41] は、Thy→Mimo 同調細胞において検出されなか
った (発表論文：Fig.3C)。Thy→Mimo 同調細胞において、Cdc45 のクロマチン領域局在及び MCM2 の
リン酸化は細胞周期再開後 1時間で上昇した (発表論文：Fig.3D)。以上の結果より、Mimosine は Pre-RC  
活性化を阻害することで、細胞周期を G1-S 期境界へと停止させることが示唆された。 
 
Mimosine 同調における DNA 損傷の防止 
Mimosine を細胞に処理すると DNA 損傷が引き起こされることがいくつかの細胞種で報告されてい
る [42,43]。しかしながら、HeLa S3 細胞においてアポトーシス (sub-G1 集団) が生じていないことは(発
表論文：Fig.1)、Mimosine による DNA 損傷の程度が低い可能性を示している。そこで、Mimosine が
DNA 損傷を引き起こすかどうか解析した。まず、1 mM Mimosine 24時間処理について、検出感度の高
い DNA 損傷マーカーであるヒストン H2AX のリン酸化 (γH2AX) [44] の程度を調べた。ポジティブ
コントロールとして、細胞死を引き起こさない濃度 (20 ng/mL) [43] で DNA 傷害剤 Adriamycin を 24
時間処理した。顕微鏡により解析したところ、Mimosine 処理細胞では γH2AX の foci 状局在が観察
され、過去の報告と一致する結果が得られた [13]。Mimosine 処理細胞における γH2AX の染色強度は、
Thymidine 処理細胞及び Adriamycin 処理細胞と同程度であった (発表論文：Fig.4A)。次に、細胞をThy
→Mimo 処理により同調し、γH2AX の程度を調べた。その結果、Thy→Mimo 同調された細胞は γ
H2AX の foci 状局在をほとんど示さないことがわかった。Thy→Mimo 同調された大部分の細胞におけ
る γH2AX の染色強度は、薬剤未処理の細胞と同程度であった。対照的に、Thymidine は一回の処理
か、Thy→Thy 同調をするかに関わらず γH2AX の foci 状局在を引き起こし、その染色強度も高かっ
た (発表論文：Fig.4B)。さらに、ウェスタンブロッティングによる解析の結果、Thy→Mimo 同調された
細胞における γH2AX のバンド強度が Thy→Thy 同調された細胞に比べて低いことが確認された (発
表論文：Fig.4C)。以上の結果から、Thy→Mimo 同調により DNA 損傷の誘引を阻止できることが示唆
された。DNA 複製の伸長反応を阻害すると DNA 複製フォークに障害が生じ、DNA 損傷が引き起こ
されることが知られている [45]。Thy→Mimo 同調において、Mimosine は S 期を通過し、G2/M 期に
進入した細胞に処理される (発表論文：Fig.1)。従って、Mimosine の DNA 伸長反応への影響はほぼ無
視できる程度に小さいと考えられる。Thymidine は DNA 合成開始後に細胞周期を停止させることから
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(発表論文：Fig.1及び 2)、Thymidine による DNA 損傷は DNA 複製フォークの障害が関与していると
考えられる。 
 
Mimosine による DNA 損傷を介さない ATM/ATR 依存的な細胞周期チェックポイントの活性化  
DNA 複製ストレスや DNA 損傷に応答して、細胞周期チェックポイントが活性化し、細胞周期が特
定の周期で停止されることが知られている [46,47]。Thy→Mimo 同調が細胞周期チェックポイントシグ
ナリングを活性化するか調べた。ATM・ATR キナーゼは細胞周期チェックポイントの主要な調節因子
である。ATM 及びその基質である Chk2 は DNA 損傷に応答して活性化し、ATM 依存的な細胞周期
チェックポイントは G1/S 期移行を阻害する [46,48]。ATR 及びその基質である Chk1 は DNA 複製障
害に応答して活性化し、ATR 依存的な細胞周期チェックポイントは S 期進行を阻害する [47,49]。 
これらチェックポイントキナーゼの活性化を示す以下のリン酸化について解析した：ATM 自己リン
酸化 (Ser-1981)、 ATM による Chk2 リン酸化 (Thr68) [50]、ATR による Chk1 リン酸化 (Ser-317 及び
Ser-345) [49]。Thy→Thy 同調された細胞では Chk1 のリン酸化が検出されることから (発表論文：
Fig.5A)、Thymidine が S 期チェックポイントを活性化させることが示唆された。また、ATM のリン酸
化が見られないものの、Chk2 のリン酸化もわずかに検出された。このことは、過去の報告と一致する 
[51]。DNA 複製フォーク障害により生じた DNA 損傷 (発表論文：Fig.3B) に応答し、Chk2 が活性化
したと推察される。 
対照的に、Thy→Mimo 同調された細胞では ATM 及び Chk2 のリン酸化が検出されたが、Chk1 の
リン酸化の程度は低かった (発表論文：Fig.5A)。Mimosine が DNA 複製フォークを障害しないにも関
わらず (発表論文：Fig.1-3)、ATM 及び ATR 依存的なチェックポイントを活性化することが示唆され
た。また、Thy→Mimo 同調は DNA 損傷をほとんど引き起こさないが (発表論文：Fig.4)、ATM/Chk2 の
リン酸化の程度は Thy→Thy 同調よりも高かった。そこで、DNA 損傷を受けた一部の細胞によって
ATM が活性化した可能性を排除するため、Thy→Mimo 同調された細胞において ATM リン酸化及び
γH2AX の二重染色を行った。その結果、Thy→Mimo 同調された細胞において、γH2AX の foci 状
の染色が検出されないにも関わらず、ATM のリン酸化が検出された (発表論文：Fig.5B)。以上の結果
から、Mimosine は DNA 複製フォークの障害や DNA 損傷を介さずに、ATM/ATR 依存的な細胞周期
チェックポイントを活性化することが示唆された。 
 
Mimosine 同調における ATM/ATR 依存的な細胞周期チェックポイントの役割 
Mimosine によるチェックポイント活性化と細胞周期停止の関係を明らかにするため、Thy→Mimo 同
調された細胞に対する ATM/ATR 阻害剤 Caffeine の効果を解析した [52]。まず、Chk2 Thr68 及びChk1 
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Ser317、Ser345 のリン酸化が減少したことから、ATM 及び ATR が阻害されたことを確認した (発表
論文：Fig.6A、左図)。次にCaffeine を Thy→Mimo 同調細胞に処理したところ、クロマチン領域におけ
る Cdc45、PCNA、及び MCM2 リン酸化のバンド強度の上昇が見られた (発表論文：Fig.6A、右図)。
即ち、Caffeine 処理によって Thy→Mimo 同調細胞が S 期に進行し、DNA 複製フォークが形成される
ことが示唆された。Thy→Thy 同調された細胞では、Caffeine の処理によって Chk1 リン酸化が減少し、
クロマチン領域におけるCdc45、PCNA、及び MCM2 リン酸化のバンド強度の上昇が見られた。即ち、
ATR 依存的なチェックポイントが S 期進行を阻害していることが示唆された。その一方、Chk2 リン
酸化は Caffeine 処理によって上昇した。これは、Thymidine 存在下において Chk1 活性が失われたため
に、DNA 複製フォークの損傷が生じたことに起因すると考えられる [53]。顕微鏡解析によっても、
Caffeine を処理した Thy→Mimo 及び Thy→Thy 同調細胞における、PCNA の foci 状局在の上昇が確認
された (発表論文：Fig.6B)。また、一本鎖 DNA マーカーである RPA [54,55] のクロマチン領域におけ
る局在の増加を解析することで、DNA 複製フォークの形成を確認した (発表論文：Fig.6C)。 
Thy→Mimo 同調細胞における DNA 合成を評価するために BrdU を用いた。BrdU は Thymidine 類
縁体であり、DNA 伸長反応によって DNA に取り込まれる [56]。Thy→Mimo 同調細胞に Caffeine を
処理したところ、DNA 量及び BrdU 取り込み量の増加は見られなかった (発表論文：Fig.6D)。そこで、
Mimosine の DNA 伸長反応への影響を調べた。S 期細胞に 1 mM Mimosine を処理し、フローサイト
メトリーにより解析したところ、Mimosine が S 期進行を阻害することがわかった (発表論文：Fig.6E)。
以上の結果から、Mimosine 同調において、ATM/ATR 依存的な細胞周期チェックポイントが S 期エン
トリーを阻害していることが示唆された。さらに、ATM/ATR 依存的なチェックポイントシグナルを介
さずに、Mimosine が DNA 伸長反応を阻害することが示唆された。 
 
ATM 依存的な細胞周期チェックポイントによる S 期エントリーの阻害 
Mimosine が ATM 依存的なチェックポイントを著しく活性化することから (発表論文：Fig.5)、ATM
の阻害によって Mimosine 同調細胞が S 期に進入するか調べた。ATM 特異的阻害剤である KU-55933 
[57] を用いて解析を行った。Adriamycin 存在下において KU-55933 を細胞に処理すると、Chk2 リン酸
化が減少することから ATM 阻害効果が確認された (発表論文：Fig.7A, Adriamycin)。Thy→Mimo 同調
細胞に KU-55933 を処理したところ、Chk2 リン酸化が減少したが、ATR による Chk1 リン酸化には
影響が無かった (発表論文：Fig.7A, Thymidine→Mimosine)。興味深いことに、KU-55933 処理によりクロ
マチン領域における PCNA 及び Cdc45 のバンド強度が上昇した。即ち、ATM を特異的に阻害するこ
とで、Mimosine 存在下にも関わらず細胞が S 期に進行し、DNA 複製フォークが形成されることが示
唆された。また、MCM2 Ser-41 のリン酸化にはほぼ変化が無かった。MCM2 Ser-41 は Cdk2 によって
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リン酸化される [41]。ATR 依存的チェックポイントは Cdk2 活性を部分的に阻害するため [49]、
KU-55933 処理下においては ATR によってMCM2 Ser-41 リン酸化の上昇が抑制されたと考えられる。
また、KU-55933 処理によって DNA 量の増加は見られなかったが (発表論文：Fig.7A, 右図)、Mimosine
が ATM/ATR 依存的なチェックポイントシグナルを介さずに DNA 伸長反応を阻害することと一貫す
る結果である (発表論文：Fig.6)。 
対照的に、KU-55933 を Thy→Thy 同調細胞に処理してもクロマチン領域における PCNA、Cdc45 及
び MCM2 リン酸化のバンド強度に変化は無く (発表論文：Fig.7A, Thymidine→Thymidine)、Thymidine
が ATR 依存的チェックポイントを介して細胞周期を S 期に停止させることと一致した (発表論文：
Fig.6,A 及び B)。また、KU-55933 処理によって、Chk2 だけでなく Chk1 のリン酸化も減少した。
Thymidine が DNA 損傷を引き起こすことを考慮すると (発表論文：Fig.4)、この結果は、DNA 損傷応
答における ATM-ATR シグナリングのクロストークによるものと考えられる [49]。 
Mimosine が ATM 依存的チェックポイントシグナルを介して S 期エントリーを阻害することを確
認するため、ATM ノックダウン細胞株 (HeLa S3/shATM) を樹立した (発表論文：Fig.7B)。KU-55933
処理による結果と同様に、ATM ノックダウン細胞株 においても、Mimosine 存在下で DNA 複製フォ
ークが形成されることが確認された (発表論文：Fig.7C)。さらに、ATM キナーゼ活性の関与を確かめ
るため、細胞に ATM-WT もしくは ATM-kinase-dead (ATM-kd) を一過性発現させ、PCNA foci 形成に
ついて顕微鏡解析を行った。その結果、ATM-kd がドミナントネガティブ変異体として働き、Mimosine
存在下においても PCNA foci が形成されることがわかった (発表論文：Fig.7D)。以上の結果から、
Mimosine が ATM 依存的な細胞周期チェックポイントシグナルを介して、S 期エントリーを阻害する
ことが示唆された。 
 
ROS を介した低酸素ストレスによる ATM 活性化 
DNA 損傷非存在下、低酸素ストレスによって ATM が 活性化することが報告されている [58,59]。
Mimosine や Deferoxamine 等の鉄キレート剤は低酸素様活性を持つことが知られており [60]、Mimosine
による ATM 活性化との関係を調べた。まず、過去の報告通り、Mimosine 処理によって低酸素ストレ
スマーカーである Hif-1αのタンパク質量が増加することを確認した (発表論文：Fig.8A) [61,62]。
Mimosine 同調細胞の細胞周期を再開させると、10分後には Hif-1αが分解され、ATM のリン酸化も減
少した (発表論文：Fig.8B)。 
低酸素ストレスは活性酸素種 (reactive oxygen species, ROS) によって媒介されることが知られている
[63,64]。Mimosine は H2O2 等の細胞内 ROS 産生を増加させることが報告されているため [65,66]、 
ROS スカベンジャーである N-acetyl- L –cysteine (NAC) によって ATM 活性化が阻害されるかについ
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て調べた。Adriamycin は ROS を介して ATM を活性化することが知られており [10]、NAC 処理によ
って Adriamycin 処理細胞における ATM リン酸化が減少することを確認した (発表論文：Fig.8C, 
Adriamycin)。Thy→Mimo 同調細胞に NAC を処理したところ、ATM リン酸化が顕著に減少した (発表
論文：Fig.8C, Thymidine→Mimosine)。さらに、フローサイトメトリーにより解析したところ、NAC 処理
によって Thy→Mimo 同調における S 期及び G2/M 期細胞の割合が増加し、G1 期細胞が減少した 
(発表論文：Fig.8D)。NAC 処理によって、Mimosine 存在下においても細胞周期が進行することが示唆
された。以上の結果から、Mimosine が ROS を介した低酸素ストレスにより ATM を活性化し、S 期
エントリーを阻害することが示唆された。 
 
Mimosine 同調細胞を用いた効率的な BrdU 取り込み解析 
大過剰の Thymidine を細胞に処理すると、deoxy-NTP (dNTP) プールのバランスが崩れ、deoxy-TTP 
(dTTP) 濃度が上昇し、BrdU 取り込みと競合することが知られている [67]。そこで、Thy→Mimo 同調
細胞と Thy→Thy 同調細胞における BrdU 取り込みについて比較した。Thy→Mimo 同調細胞において、
細胞周期再開後 1 時間から BrdU 取り込み量が増加し (40%)、3 時間でさらに増加した (64%) (発表論
文：Fig.9)。一方 Thy→Thy 同調細胞においては、Thy→Mimo 同調細胞よりDNA 量が増加しているに
もかかわらず、細胞周期再開後 2時間においても BrdU 取り込み量の増加は見られず、3時間において
増加が見られた (53%)。以上の結果から、Thy→Mimo 同調を用いて極めて初期の段階における DNA
合成反応を解析できることが示唆された。 
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Discussion 
 Mimosine が Pre-RC 活性化を阻害し、細胞周期を G1-S 期境界に停止させることを示した。さらに、
Pre-RC 活性化の阻害には、ATM 依存的なチェックポイントシグナリングの活性化が重要な役割を果た
していることがわかった。また、Mimosine による ATM 活性化には、ROS を介した低酸素ストレスが
関与していることが明らかになった。 
Mimosine の細胞周期同調のモデルを示す (発表論文：Fig.10)。Mimosine 同調細胞ではクロマチン領
域における PCNA 及び RPA の局在が見られないことから、DNA 複製フォークの形成は無く、S 期が
開始していないと考えられる。その一方、Cdt1 が分解されていることは、Pre-RC 形成が完了している
ことを示しており、G1 期が終了していると考えられる。しかし、Pre-RC 活性化因子の一つである Cdc45 
はクロマチン領域に結合していない。即ち、Mimosine は Pre-RC 活性化段階を阻害し、細胞周期を G1-S 
期境界に停止させると考えられる。 
 Thymidine は Mimosine とは異なり、DNA 合成開始後に細胞周期を停止させる (発表論文：Fig.1 及
び 2)。細胞に大過剰の Thymidine を処理することにより、dNTP プールのバランスが崩れ、その結果
RNR のフィードバック阻害が起きる [67,68]。RNRを阻害すると DNA 伸長反応が阻害され、DNA 複
製フォークに障害が生じる。DNA 複製フォークの障害は S 期チェックポイントを活性化する (発表論
文：Fig.4) [49]。即ち、ThymidineはDNA伸長反応を阻害することで、細胞周期を S期に停止させる。 
 Mimosine も RNR を阻害することで DNA 伸長反応を阻害する [7,8] 。しかし、G1-S 期境界への細
胞周期停止を説明するには不十分である。本研究は、ATM/Chk2 及び ATR/Chk1 の活性化において
Mimosine と Thymidine に違いがあることを示した (発表論文：Fig.5)。Mimosine により活性化された
チェックポイントは Pre-RC 活性化を阻害し、細胞が S 期へ進入するのを阻止する (発表論文：Fig.5
及び 6)。さらに、Mimosine は ATM/ATR 依存的チェックポイントに関係なく DNA 伸長反応を阻害す
る (発表論文：Fig.6, D及び E )。従って、Mimosine の細胞周期停止には二つの機構があると考えられる：
ATM/ATR 依存的なチェックポイントの活性化 (G1-S 期境界への細胞周期停止) 及び DNA 伸長反応
の阻害 ( S 期への細胞周期停止) である。Mimosine を非同調細胞に処理する方法とは異なり、Thy→
Mimo 処理は、DNA 伸長反応の阻害作用を最小限に留めることができる：Thymidine による一度目の
同調後、9時間の細胞周期再開を経ることにより S 期細胞が枯渇され、G2/M 期細胞が大半を占める細
胞集団に Mimosine を処理することができるためである (発表論文：Fig.1C, Thymidine→Mimosine)。
Mimosine 処理後、細胞は G1 期へと進行し、活性化されたチェックポイントにより S 期エントリーが
阻止される。そのため、G1-S 期境界に細胞周期を非常に効率良く同調できる。 
 Thymidine 同調された細胞に比べ、Mimosine 同調された細胞では ATM/Chk2 の著しい活性化が見ら
れる (発表論文：Fig.5)。さらに、ATM の特異的阻害により、Mimosine 同調細胞が S 期に進入し、DNA
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複製フォークの形成が見られることを示した (発表論文：Fig.5)。ATM/Chk2 シグナルはサイクリン
E-Cdk2 複合体を不活性化し、G1/S 期移行を阻害することが知られている。サイクリン E-Cdk2 複合体
は複製開始点の活性化する役割を持つ [46,48]。本研究では Mimosine 同調細胞におけるサイクリン E
タンパク質の減少を示したが (発表論文：Fig.2, A及びB)、Mimosine が Cdk2 の活性を減少させること
も過去に報告されている [69,70]。従って、Mimosine により活性化された ATM/Chk2 シグナルはサイ
クリン E-Cdk2 複合体の不活性化に関与していると考えられる。また、ATR/Chk1 シグナルも Mimosine
による細胞周期停止に関与していると考えられる。ATR/Chk1 の活性化により後期複製開始点の活性化
が阻害されることが報告されている [2,46]。Thymidine 同調において、ATR/Chk1 の活性化によって
DNA 合成開始後に細胞周期が停止することを考慮すると (発表論文：Fig.1,2及び 4)、Mimosine は ATM 
依存的チェックポイントを介して前期複製開始点の活性化を阻害し、ATR 依存的チェックポイントを
介して後期複製開始点の活性化を阻害していることが推察される。 
Mimosine は DNA 複製フォークの障害や DNA 損傷を介さずに、ATM/ATR 依存的な細胞周期チェ
ックポイントを活性化することが示唆された (発表論文：Fig.2-5)。近年、ATM が DNA 損傷応答だけ
ではなく、酸化ストレス応答においても重要な役割を持つことがわかってきた [59]。例えば、ATM が
DNA 損傷非存在下、低酸素ストレスによって活性化することが報告されている [58,59]。Mimosine は
低酸素様活性を持つことが知られており、低酸素ストレスのメディエーターである ROS 産生を増加さ
せる [60,65,66]。本研究は、Mimosine による ATM 活性化に ROS を介した低酸素ストレスが関与して
いることを示した (発表論文：Fig.8, A-C)。さらに、ROS スカベンジャーである NAC を Mimosine 同
調細胞に処理することで、細胞周期停止が解除されることを示した (発表論文：Fig.8D)。従って、Mimosine 
処理下においては、ROS を介した低酸素ストレスに応答して ATM が活性化し、S 期エントリーを阻
害していると考えられる。また、ATR/Chk1 経路も酸化及び低酸素ストレスによって活性化することが
報告されており、H2O2 刺激においては Chk1 が ATM 依存的に活性化するという報告がある [58,71]。
従って、Mimosine による ATR/Chk1 の活性化に、ROS を介した ATM シグナリングが関与している
可能性が考えられる。 
DNA 損傷応答において、ATM 依存的なチェックポイントシグナルは細胞周期停止や DNA 修復、
アポトーシスに重要な役割を果たす [46,48]。Mimosine 処理下においても、ATM は酸化ストレスに対
して細胞保護的な役割を果たしていると考えられる。本研究によって、ATM による S 期エントリーの
阻害は、DNA 複製フォーク障害による DNA 損傷を防止することが示唆された。Thymidine は、ハイ
ドロキシウレアや Aphidicolin 等、他の G1/S 期同調試薬よりも DNA 傷害性が低いことが知られてい
るが [72,73]、Thy→Mimo 同調細胞における DNA 損傷の程度は Thy→Thy 同調細胞に比べても有意に
低かった (発表論文：Fig.4)。また、アポトーシスが起きている細胞 (sub-G1集団) も Mimosine 同調細
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胞では見られなかった (発表論文：Fig.1)。G1-S 期境界への細胞周期停止において、酸化ストレスに対
する ATM の細胞保護的な役割の一端が明らかになったと考えられる。今後、Mimosine による細胞周
期同調法を用いた研究を行うことにより、DNA 複製開始に関わる複合体の機能調節について詳細なメ
カニズムが明らかになるものと考えられる。 
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Materials and Methods 
化合物 
Mimosine (Sigma-Aldrich) は 20 m M HEPES (pH 7.3) に溶解した。Thymidine, caffeine, 及び NAC 
(Wako Pure Chemical Industries, Osaka) はMilliQ waterに溶解した。NAC 溶液の pHは使用直前に 7.0に
調節した [10]。  Adriamycin (Sigma-Aldrich), microcystin-LR (Wako Pure Chemical Industries), 及び 
KU-55933 (Abcam) は dimethyl sulfoxideに溶解した。 
 
プラスミド 
以下のプラスミドを Addgene より購入した: pcDNA3.1(+)FLAG-His-ATM WT (Addgene plasmid 
31985) and pcDNA3.1( +)FLAG-His-ATM kd (Addgene plasmid 31986)。 
 
細胞とトランスフェクション 
HeLa S3細胞 (Japanese Collection of Research Bioresources, Osaka) と COS-1 細胞は 5% bovine serum 
(BS) を含む Iscove's modiﬁed Dulbecco's medium (IMDM) で細胞培養した。一過性のトランスフェクショ
ンは Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を使用して行った。 
 
細胞周期同調 
 HeLa S3 細胞を G1/S 期に同調するために、0.5-1 mM Mimosine もしくは 4 mM Thymidine を 24時間
処理した。細胞周期再開には、PBS で細胞を洗浄し、事前に温めた薬剤を含まない培地で一定時間細胞
培養した。”Thymidine→Mimosine” 同調では、HeLa S3 細胞に 4 mM Thymidine を 15時間処理し、次に
Thymidine を含まない培地で細胞を 9時間培養、その後 1 mM Mimosine を 15時間処理した。”Thymidine
→Thymidine” 同調 (Double Thymidine block) は、過去に報告した方法に従った [11]。 
 
抗体 
以下の抗体を用いた： Santa Cruz Biotechnologyより PCNA (PC10), cyclin E (HE-12), Cdc45 (H-300), 
MCM3 (N-19), Cdt1 (H-300), lamin A/C (N-18), ATM (2C-1), and ATR (N-19) 。Cell Signaling Technologyよ
り Phospho-Ser-1981 ATM (10H11.E12), phospho-Thr-68 Chk2, Chk1 (DCS310), phospho-Ser-317 Chk1, 
phospho-Ser-345 Chk1 (133D3), and phospho-histone H2A.x (H2AX,Ser-139,20E3)。 BD Biosciences より
MCM2 and HIF-1α。Abcam、Medical and Biological Laboratories, Calbiochem, Sigma-Aldrich, Chemicon 
Internationalよりそれぞれ Phospho-Ser-41 MCM2, Chk2 (DCS273), replication protein A (NA19L), FLAG 
(polyclonal antibody), and actin (clone C4)。ホースラディッシュペルオキシダーゼ-フラグメント 
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(HRP)-F(ab’)2 を二次抗体として使用した (Amersham Biosciences)。Alexa Fluor 488-, 及び Alexa Fluor 
647-labeled IgG (BioSource International, Sigma-Aldrich, invitrogen) を染色の二次抗体として使用した。 
 
フローサイトメトリ  ー
過去に報告した方法に従った[11-13]。MoFlo cell sorter (Beckman Coulter)もしくは Guava easyCyte 
(Millipore) によって 10,000 細胞/サンプル以上を解析した。Guava easyCyteのデータは Flowing Software 
version 2.5.0 (Perttu Terho, Centre for Biotechnology, Turku, Finland) により解析した。細胞デブリは forward 
scatter -pulth width プロファイルにおけるゲート処理によって除外した。 
 
免疫蛍光顕微鏡観察 
共焦点、ノマルスキー微分干渉イメージは Fv500 レーザースキャン顕微鏡を使って画像取得した。
60×1.00 水浸レンズ (Olympus)を使用した。免疫蛍光染色は過去に報告した方法に従った [14-21]。細胞
は PBSで洗浄後、100%メタノールで-20℃ 5分間固定した。γH2AX及びリン酸化ATM (Ser1981) の染
色には、細胞は 4% paraformaldehyde 及び 20%メタノールを含む PBSにて透過処理を行い、100%メタノ
ールで-20℃ 1分間固定した [13]。細胞固定後、0.1%サポニン 3% bovine serum albuminで抽出及びブロ
ッキングを行い、一次抗体、二次抗体をそれぞれ 1時間インキュベーションした。 DNA染色は、200 µg/ml 
RNaseAを 30分間処理した後、20 µg/ml propidium iodide (PI) で行った。 
 
ウェスタンブロッティング 
ライセートは SDS-サンプルバッファーに溶解して作成し、 SDS-PAGE で分離し、
polyvinylide-nediﬂuoride (PVDF) メンブレン(Millipore) にトランスファーした。検出方法は過去の報告に
従った [18,23-29]。Ser/Thr ホスファターゼ阻害剤microcystin-LR [22] を 500 nM になるよう SDS-サンプ
ルバッファーに溶解して使用した (発表論文：Fig. 4C及び8,BとC)。多くの抗体を用いて検出するため、
一次抗体、二次抗体それぞれを除去し、次のブロットを行った。一次抗体はストリッピングバッファー
を用い、二次抗体は HRP の不活化を 0.1% NaN3 を用いて行った。結果は、イメージアナライザーであ
る LAS-1000plus (Fujiﬁlm, Tokyo, Japan) とChemiDoc XRSplus (Bio-Rad) を用いて解析した。化学発光の
インテンシティー測定はQuantity One software (Bio-Rad) を用いた。 
 
細胞分画  
細胞のペレットを 0.5% Triton X-100 を含むCSK buffer (10 mM PIPES (pH 6.8), 100 mM NaCl, 300 mM 
sucrose, 3 mM MgCl2, 50 mM NaF, 10 mM β-glycerophosphate, 10 mM Na3VO4, 50 µg/ml aprotinin, 100 µM 
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leupeptin, 25 µM pepstatin A, and 2 mM PMSF) で氷上にて 20 min 抽出し、遠心分離を 2,000 g で 5 min行
った。遠心分離にて落ちてきたペレットは CSK buffer で洗浄した。ウェスタンブロッティングには、
ペレットを SDS-サンプルバッファーに溶解して Triton-insoluble 画分として用いた。フローサイトメト
リーには、ペレットを 1.5% paraformaldehyde で氷上にて 1時間固定後、70% エタノールで—30℃にて 1
時間以上透過処理を行った。免疫蛍光顕微鏡観察には、細胞を 0.1% Triton X-100 を含むCSK buffer で
4℃ 3分間抽出した後、4% paraformaldehydeで固定した [16,17]。 
 
BrdU 取り込みによるDNA複製の解析 
過去に報告した方法に従った[30]。HeLa S3細胞を固定前に 10 µM BrdU (Roche)で 30分間インキュベー
ションし、エタノール及び 50 mM glycine (pH2.0) で室温 45分間固定した。その後 4N HCl で 15分間変
性処理を行い、FITC-コンジュゲート抗BrdU抗体を説明書通りに処理した。 
 
RNA干渉 
ATM ノックダウンは shRNA (GCACCAGTCCAGTATTGGCTT and GGATTTGCGTATTACTCAG) によ
って行った [11]。pEBmulti-Neo vector (Wako Pure Chemical Industries) の SpeIサイトにアニールしサブク
ローニングした。shATM 安定発現株を得るためにHeLa S3細胞に pEBmulti-Neo/shATM をトランスフ
ェクションし 350 µg/ml G418 でセレクションした。 
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